





















































































F. Darwin (1880年)は彼らの著書 "The power of movement in 
plants"の中で、 300 種を越える植物の様々な運動について膨大な
実験を行い、植物が運動することを見出している。一般に、植物の



















は、 De Varro (B. C. +100年)によるものである。当時は屈日性























































Wentと同じオランダの Utrecht 大学にいた有機化学者の Koglら
が、人の尿から Wentの考案したアベナ屈曲試験で活性を示す物質を
数種類抽出した。彼らはギリシャ語の auxein (to increase)に因ん
で auxin(オーキシン)と命名し(193 1年)、それらの化学構造を決
定した ( 1 934年、 Fig.0-5)。しかし、これらの物質のうち、
hetero-auxin (現在の indole-3-acetic acid(IAA)、インドール酢
駿)は人尿だけでなく、植物にも存在することが判明したが、他の
auxin a 、 auxin a の lactoneや auxin b は人の尿にも植物にも全














よって引き起こされるという、 Cholodny-Went 説を提唱した (1937





オランダの Bruinsmaと Knegt ら(1 9 7 5年)は、世界に先駆けて、
植物中に微量にしか存在しないオーキシン (インドーノレ酢酸， 1 AA) 


















し、 Cholodny-Went 説に疑問を呈したのは Bruinsmaらだけではなか
った。イギリスの Firn (1980年)は例えオーキシンの横移動が起こ
ったとしても、 Wentや Briggsらが示したオーキシンの光・影領Hの分
布差(光側:影側 =1: 2'"" 3) ではなく、その 10倍もの分布差がない
と屈曲は引き起こされないことを主張した。
Cholodny-Went 説の復活
Bruinsmaら、 Firnら更に Hasegawaら (後述)のグループによっ
て、 Cholodny-Went説では光屈性は説明出来ないことが、多くの証
拠を基に報告されたのに対して、 Cholodny-Went 説を修正した上で













た。 Sakodaと Hasegawa (1989年)は、ダイコン下脹軸を用いて表皮











論された (Thirnann，Wentからの Bruinsmaと Hasegawaへの私信)。
Wentの古典的な実験の検証








IAA 量を機器分析 (ECD-GC) で測定したところ、光倶!と影側に含ま




























う Boysen-Jenseれらの実験 (1926年)の検証は Yamadaら (2000年)





































ら (1980， 1981， 1982年)が、ダイコン芽生えの光成長抑制制御物
質として単離・同定した raphanusolA， Bとraphanusanins (c1s体と
trans 体) (Fig.0-7)であることが判明した。残りの一つは新規の
化合物として raphanusamide と命名された。これらのうち、
raphanusaninsと raphanusamideの化学構造は後に、 Haradaら ( 1 991 









する研究が進み、 raphanusaninsの生合成経路 (Hasegawaら、 2000
年、 Fig.0-8)や生理作用等 CSakodaら、 1991、 1992年)が明らかに
された。一方、光屈性の研究において古くから実験材料として用い
られてきたアベナやヒマワリ芽生えにおける光誘導性成長抑制物質
も明らかにされている。アベナ幼葉鞘から uridine (Hasegawa et 
a1. 2001 年) シロイヌナズナ芽生えから indo1e-3-acetonitri1e
(Hasegawa et a1. 2004 年)、ヒマワリ芽生えから capro1actam
(Hasegawa et a1. 1983 年)と 8-epixanthatin(Yokotani-Tomita










されている raphanusol Aと B (Hase a口d Hasegawa 1982 年、







































no curvature opaque cap 
on tlP 
Fig.0-2 Darwin's experiment (1880) 
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Fig.O-5 Auxins isolated and identified by Kogl et a1. (1934) 
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Fig.O-6 MacDonald and Hart theory (1987) 
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Fig.O-8 Hypothetical model for the biosynthesis ofMTBI and raphanusanins in 





















下膝軸の光屈性においてオーキシン (1A A)が光悦IJ .影側組織で不均
等には分布していないことを機器分析で見出して以来、ダイコン
(Hasegawa and Sakoda 1988) 、ヒマワリ (Feyerabend .and Weiler 
1988) 、アベナ (Hasegawa et a1. 1989) 、エンドウ (Hasegawa 
and Yamada 1992)等の芽生えの光屈性において、抽出性あるいは拡
散性の IAA は光板1 .影側組織で均等に分布し、 IAA に感受性の高い
表皮組織と低い内部組織問の IAA の移動も起こっていない(表皮組



















Went 説によって説明出来るのかどうか、 Briggsらの実験 (1957)の
検証を通して、考察する必要がある。本研究では、 トウモロコシ幼
葉鞘の光屈性に伴う IAA 量の分布について、 Briggsらと同様にアベ
ナ屈曲試験でオーキシン活性を調べると同時に、機器分析を用いて




トウモロコシ (Zea mays L. cv. Golden Cross Bantam 70， 
Sakata Seed Co.， Yokohama， ]apan) の種子を、暗黒下で 24時間流
水中で浸漬し、その後蒸留水で湿らせた滅紙の上に蒔き、 250C 赤
色光 (0. 3μmol/m2/s，λmax 655nm， half-band width 17 nm)下で
24時間培養した。赤色光照射は中日壬軸の成長を抑えるために行っ
た D 発芽した種子を更に 250C 暗黒下で 48時間生育させ、幼葉鞘の
長さが 2.5 から 3 cmのものを全ての実験に用いた。光屈性刺激は
4 日令の芽生えに青色光 (0.8μmol/m2/s， λmax 448nm， half-




暗黒下で育成したトウモロコシ幼葉鞘(長さ 2.5 から 3 cm) の先
端部 4mmをカミソリで切り取り、直ちにカミソリで仕切った寒天片
( 3出寒天、 2 x 2 x 26 mm3) 上に光側・影側が二分されるように差










時の投与屈曲曲線から、 IAA量に換算した D 残った寒天片は機器分




てきた物質中に存在する IAA 量を Fig.1-1 に示された方法によって
測定した口 26本のトウモロコシ幼葉鞘の先端半分(光側、影側、暗
黒対照)からの拡散物を含む凍結した寒天片を、 ドライアイスと共
に乳鉢中で注意深く粉砕し、 80犯の冷アセトン水溶液を 70 ml 入
れ、寒天中に含まれている物質を抽出した。抽出物を滅過後、滴液
を減圧下 350C で濃縮し、 O.1 Mの tartaric acid で pHを 3.5 に調
25 
節し、等量の石油エーテノレで 3 回振出した。水層を等量のエチルエ
ーテ/レで 3 回振出し、エチルエーテル層に等量の pH 8. 0の KzHP04で
3自振出した。水層を 2N の HCl で pHを 3.5 に調節し、再び等量の
ヱチノレエーテノレで 3 回振出した D エチルエーテル層に無 71'<.NaZS04を
加え脱水した後、減圧下で濃縮・乾回した。このサンプルを CHsCN
に溶解し、 HPLC (Wakopak C18.20 出 CHsCN in pH3.5， 20 mM 
CHsCOONa buffer， 2 ml/min) に供した。 IAAのピークは保持時間
7 . 2分に現れた。なお、抽出過程における IAA の回収率を求めるた
めに、 indo1e-3-propionic acid (IPA) の一定量をサンプルの抽出
時に加えた (Akiyama et a1. 1983) 0 IPA (Rt. 15.2 min)の回収率
から、サンプル中の IAAの回収率を求め、 IAAのピーク面積から IAA
量を算出した o HPLCにおいて IAA としたピークを分取し、ジアゾメ
タンでメチノレ化後、 GC-MS に供し、 IAA のメチルエステノレであるこ



























ていることが報告されている CBruinsma et al. 1975， Feyerabend 







ーキシンの量を示していないことが示唆されている ほasegawa et 
a1. 1989) 。 トウモロコシ幼葉鞘の光屈性の場合も、アベナ幼葉鞘
と同様な危険性が考えられることから、機器分析を用いてオーキシ




















raphanusanins 説TBI (Hasegawa et a1. 1986， 2000) や
raphanusols (Hasegawa and Hase 1981， Hase and Hasegawa 1982) 
28 
が、アベナ幼葉鞘から uridine (Hasegawa et a1. 2001) が、ヒマ
ワリ下匹軸から capro1actam (Hasegawa et a1. 1983) と 8-
epixanthatin (Yokotani-Tomita et a1. 1999)が、シロイヌナズナ


























homogenized in 70ml of 80% cold EtOH 
added 50nmol IP A 
iltered 
Residue 
rinsed with 30ml of 80% cold EtOH 
filtered 
Residue 
concentrated in vacuo to give an aq.residue 
adjusted to pH 3.5 with O.lM tartaric acid 
P紅titionedwith an equal vol. of petroleum etherヲthreetimes 
Petroleum e也erlaver 
partitioned with an equal vo1. of diethyl ether， three times 
Diethvl ether laver Aqueous layer 
P紅titionedwIth an equal vol. of pH 8.0 K2HPO 4'three times 
Aqueous laver Diethvl ether laver 
adjusted to pH 3.5 with 2N HCl 
partitioned with an equal vo1. of diethyl ether， three times 
Diethvl ether laver 
dried over anhydrous N~S04 
evaporated to dryness in vacuo 
Acidic fraction 
回 LCF~ (W AKOP AK C181 
L生A
(Rt. 7.2min) 
20% acetonitrile in pH 3.5 20mM CH3COONa buffer 
2.0ml/minラexcitation280nm， emission 355nm 
IPA 
(Rt. 15.2min) 














Fig.1-2 Time course of photoなopic.curvatures induced by unilateral 
il1urnination ofblue light for 5 s (ム:frst positive curvature) or 
continuously (0: second positive one). 圃:Dark control. 
























Fig.1-3 Time course of distribution of auxin activity diffusing 企om
phototropically stimulated coleoptile tips as calculated from Avena 
curvature test at出efrst (left) and second (right) positive curvatures. 
The experiments were done independently. 0: Lighted half回tips，
轡:Shaded half四tipsヲ...:Dark control， half-tips. Bars indicate SE. 
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Table 1-1 Distribution of auxin activity and of Lも生inagar blocks after 
50 min diffusion from 1ighted and shaded half-tips .of maize coleoptiles 
unilaterally illuminated with blue light for 5 s (frst positive curvature) or 
50 min (second positive curva加re).百leauxin activity was direct1y 
determined with the Avena curvature test without purification. The釘nount
oflAA was determined by physicochemical assay and by the Avenα 
curvature test following purification of HPLC. Each value is the mean of 5 
experiments土 SE.
First positive curvature Second positive curvature 














? Auxin ac七ivity 工AA (pg/half-tip) Auxin activi七y lAA (pg/ha1f-tip) 
工AA司 eq.(pg/ha1f-tip) Physicochemical Bio1ogical lAA-eq.(pgjhalf-七ip) Physicochemical Biologicε 



























することがヒマワリ下経軸 (Bruinsma et al. 1975， Feyerabend 
and Weilerl988)で見出されて以来、ダイコン下脹軸 (Sakoda and 
Hasegawa1989)、アベナ幼葉鞘 (Hasegawa and Sakoda1988， 
Hasegawa， Sakoda and Bruinsma1989) 、エンドウ上座軸 (Hasegawa
and Yarnada1992) などでも、種々の機器分析や免疫学的方法によっ
てオーキシンの偏差分布は見られないことが明らかにされてきた。






et al. 1986， Noguchi and Hasegawa 1987， Sakoda et al. 
1988) 。また、アベナ幼葉鞘の光屈性も光誘導性のオーキシン活性
抑制物質の偏差分布によって引き起こされることも明らかにされて










トウモロコシ (2θa mays L. cv Golden Cross Bantam 70， Sakata 
Seed Co.， Yokohama， ]apan) の種子を 24時間暗黒下で流水中で膨
潤させ、蒸留水で湿らせた瀦紙上で 25oc、赤色光 (0. 3μ 
mol/m2/s， λmax 655 nm) 下で 24時間培養した。赤色光の照射は中
脹軸の成長を抑制するためである。発芽したトウモロコシ種子を暗
黒下で更に 48時間 250C で培養した。幼葉鞘の長さが約 3cmの芽生え
を白色光 (2 W 1mへ Natural Daylight， Toshiba Co.)下で 2 時間
25l:で培養した。約 1. 2 k gのトウモロコシ芽生えのシュート部分を
採取し、蒸留水で洗浄後、-2 0 oCで凍結した。凍結した材料をホモ
ジナイザーを用いて、 80弘冷アセトン水溶液 3.6 1 で粉砕し、抽出
した。液過した抽出物をロータリーエパポレータを用いて、減圧下
350Cで濃縮したむ濃縮液を O.1 M リン酸で pHを 3 に調整した後、等
量の酢酸エチルで 3 回振出した。酢酸エチル層を無水硫酸ナトリウ
ムを用いて脱水した後、減圧下 350Cで濃縮・乾回した。濃縮物(1 0 
g) をシリカゲノレ (Wako gel C-200， Wako Chemical Industries， 
Japan) のカラムに供した。溶出溶媒はヘキサンー酢酸エチノレの溶
媒系で酢酸エチル濃度を 10先ずつ上昇させ (各溶媒共 300 ml)最後
はメタノーノレ (900 ml) で溶出した D
生物活性はアベナ屈曲試験を用いて検定した D アベナ幼葉鞘の先
端 2 mmを切除し 2 時間後、 10-SM IAA と検定サンプルを含む 3弘寒
天片 (2X2X2 mm3)をアベナ幼葉鞘の切除面の片側に載せた。全て
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メタノール濃度を 20現ずつ上昇(各溶媒共 300 ml))に供した D 抑制
活性は 40-60出メタノール溶出歯分で検出された D 次に、この活性間
分を減圧下 350Cで濃縮後、シリカゲノレのセップパックカートリッジ
カラム (Waters) に供した。溶出はヘキサンー酢酸エチル溶媒系
で、酢酸エチル濃度を 10出ずつ上昇 (10 ml) させ、最後はメタノー
ノレで行った。活性は 60-80出酢酸エチル溶出画分と 100弘メタノーノレ溶
出回分に検出された。前者の画分を減圧下 350C で濃縮後、濃縮物
(400 mg) を TLC (Kiesel gel 60 GF254， MeOHで前洗浄， O. 5 mm厚
さ、展開溶媒:クロロブオルムー酢酸 (19 : 1) とヘキサンー酢酸
エチル (2 : 3)) で分離し、活性区分をメタノーノレで溶出し、濃縮
した。黄色の油状の活性物質 (15 mg)を最終的に封PLC (C18-100 A， 
19 mm x 15 cm， Waters，水ーメタノーノレ ( 2 : 1 )、 3 ml/min) で
分離・精製を行った。活性画分 (Rt27-30 min) を減圧下 350C で
濃縮し、 3.8 mgの針状結晶を得た。
活性物質の生物検定
アベナ幼葉鞘の先端 5mmの切片を、様々な濃度の IAA と単離した
活性物質を含む 1 出シュークロース水溶液 (pH 5.4) に浮かべ、
250C 暗黒下で 6 時間培養し、アベナ幼葉鞘切片の長さを測定し
た白
38 
チモシー (Phlθum prate刀SθL.)とヒモゲイトウ (Amaranthus 
caudatus L.) の種子を、試験液 O.5 m 1を含むペトリシャーレ (3 
c m) に入れ、暗黒下 250C で 3 日間培養し、それぞれのシュートと
根の長さを測定した D 実験はいずれも 2回繰り返した D
結果と考察
オーキシン活性抑制物質を光の下で生育させたトウモロコシシュ
ートから単離した D マススペクトロメトリーから分子式は CSH7N03
であることが分かった o 1H NMRのスベクトル (Table 2-けから、
3 1置の methoxyl proton (8 3.81) 、 3 個の methine proton (8 
6.72， 6.84， 6.96) と l 個の NH proton (8 8，55) の存在が明らか
になった。 13C NMR のスベクトル (Table 2-1)から、 OMe (057，2， 
C -8) ，二CH- (098.8， C-7)， =CH- (0111.4 OT 111. 8， C-4or C-
5)， )C= (0 126.0， C-3a)， )Cニ (0 146.9， C-7a)， )C= (0 158.3 
or158.6， C-2 or C-6)の存在が明らかになった o NOE 実験におい
て、 8 3.81 (OMe) への照射によって C-5 のプロトンの強度が
6.4 覧、 C-7 のプロトンの強度が 8.2 見上昇し、 o8.55 (NH) への
照射によって C-4 のプロトンの強度が O.53話上昇することが分かっ
た口これらのデータから、 6-methoxy-2-benzoxazolinone (MBOA、
Table2-1， Fig. 2-1) であると同定した。
この化合物は既にトウモロコシや小麦から抗菌活性物質として発
見されていた (Virtanen et al. 1956)0 更に、光の下で生育したト
ウモロコシ芽生えから小麦の根の成長を抑制する物質としても単






って誘導されるアベナ幼葉鞘の屈曲を 6 X 10-7 M以上の濃度で抑制
し、その抑制活性は極めて高いことが分かった (Fig.2-2)口この抑
制活性は、オーキシンの存在下でのみ現れ、オーキシンが共存しな
いと活性を示さないことも分かった (Fig.2-3)0 Fig.2-4 は、アベ
ナ幼葉鞘切片を IAA と MBOAの混合液あるいは IAA のみで処理した









る (Wilkins et a1.1974) 。従って、 MBOAがトウモロコシ幼葉鞘の
光屈性に重要な役割を演じていることが示唆される。
一方、 benzoxazolinone 類が、菌類や昆虫に対する穀類の抵抗性










































10四 8 10皿 7 1 0-6 1 0-5 1 0田 4 10・3 10-2 
Concentration (M ) 
Fig.2・2Effect ofふmethoxy-2-benzoxazolinoneon the auxin圃inducingbending 
ofcoleoptiles ofetiolated dvenoseedlings.Each value is the average of 8 
measurements; bars indicate s. e. 
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10-3 10-4 10-5 10-6 。0.0 
Concentration (M ) 
Fig. 2-3 Effect ofかme社10Xyふbenzoxazolinoneon the elongation of 
etiolated Avena coleoptile sections. (0)， 10・5MIAA;(国)ラ lO"6MMA;
(ロ)ラ 10・7MIAA; (e)， conむ01.Each value is the average of 10 
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Culture period (hr) 
。
Fig‘2-4 The time course of elongation of etiolated Avena coleoptile sections 
preincubated for 3 hr with IAA (1 0-6M，ー@一)or mixed medium (-0-) containing 
以A(10-6M) and 6・methoxy圃2-benzoxazolinone(6 x lO-4M)， then ふmethoxy四L
benzoxazolinone (6 x 10-4Mヲ四個.帽由)or IAA (10-もを戸晒0-圃)was added to the soln， 
respectively. (一口-)， 10・5MIAA;(一軍-)， control. Each value is出eaverage of 10 





































10・5 1 0-4 1 0-3 1 0-2 
Fig.2δEffect ofふmethoxy-2圃benzoxazolinoneon the elongation of the 
shoots or hypocotylsωd roots of etiolated timothy grass (A) and 
Amaranthus (B) seedlings. Each value is the average of 10 measurements; 
bars indicate s.e. 
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10-6 
Concentration (M ) 
10・3 10-2 10個5 10-4 10-6 
Table 2-1 lH and 13C N1¥侭chemicalshifts (δvalues from TMS) 
and multiplicities of isolated growth inhibitor 
Atom 1 H (in CDCI3) 13C (in CD30D) 
2 158.3 or 158.6 
3 8.55 br s 
3a 126.0 
4 6.96 d (8.30) 111.4 or 111.8 
5 6.72 dd (8.30， 2.45) 111.8 or 111.4 
6 158.6 or 158.3 
ア 6.84 d (2.45) 98.8 
7a 146.9 
8 3.81 s 57.2 










て、 1-s ， 4 -d i -0( 4 -h y d r 0 X Y-3) 5 -d i m e t h 0 X y c i n n a m 0y 1) g e n t i 0 -
biose (raphanusol A と命名、 Fig.3-1) (Hasegawa and Miyamoto 
1980， Hase and Hasegawa 1982)， 1- s -0一(4-hydroxY-3，5-
dimethoxycinnamoyl)-D-glucose (raphanusol B と命名、 Fig.3-1)
(Hasegawa and Hase 1981)、更に raphanusanins (Hasegawa et a1. 
1982) や 4-methylthio-3-buteny1 isothiocyanate (4-MTBI) 
(Hasegawa et a1.2000) 等が単雛・同定されている。これらのう
ち、 raphanusanins と 4-MTBIについては、ダイコン下降軸の光成長
抑制だけでなく、光屈性にも重要な役割を演じていることが多くの
証拠から明らかにされている (Hasegawa et a1. 1986， Noguchi et. 
a1.1986， Noguchi and Hasegawa 1987，自asegawa et a1.1987， 




の成長が著しく抑制されるが、その時 raphanusol A とB が増量す
ることが Hasegawaら (1980 、 1981、 1982) によって報告され、彼ら
はこれらの成長抑制物質はブイトクローム制御の下脹軸の成長抑制
に重要な役割を演じていると考察した D











桜島ダイコン (Raphanus sativus var. hortθ刀sis f. 
gigantissimus Makino)の種子を、 トレイに敷いた湿った、議紙の上に
蒔き、 250C 暗黒下で 3 日間培養した。下院軸の長さが揃った芽生
えを、湿ったバーミキュライトの入っている小型トレイに植え換え
た。これらの操作は薄暗い緑色光 (0.03μmol/m2/s) で行い、更に
250C 暗黒下で 1 日培養した。
光屈性刺激
4 日令のダイコン黄化芽生え(下限軸長、約 4 cm) に一方向から
青色光 (half-band width 43 nm，λrna:x_: 448 nm) を 30秒、 5 分ある
いは 50分間照射した。青色光は青色のアクリノレ板 (Kyowalite PG， 
Kyowa Gas Chemical Industry Corp.， ]apan) と青色蛍光灯







長率を測定するために、イオン交換樹脂ビーズ (Amberlite XAD-2) 
をラノリンにまぶして、薄暗い緑色光の下で、芽生えのフックの下
Ocm と 2cm の両側 (光側と影側に相等)に付着させた。ビーズ間の
長さをネガフィルムから測定した。
raphanusol Aと B の定量
実験には、光屈性刺激を加えた下脹軸 10本を光照射後 60分でサン
プリングした。芽生えのフックの下 0'"'-'2 c mの下脹軸切片を薄暗い
緑色光の下で、カミソリを用いて光側と影領Ijに二分した。二分した
下降軸切片を直ちに 100弘冷アセトンに入れ、切片の重量を測った
後、 -200C で抽出時まで保存した D
サンプノレをドライアイスの粉末と一緒に乳鉢中で粉砕し、サンプ
/レ重量の 50倍量の 70弘冷アセトンで OOC で 30分抽出した。抽出液を
Toyo No. 1 漉紙で漉過をし、残さを 30倍量の冷アセトンで洗った。
漉液を合わせ、減圧下 300C で濃縮し、水溶液に 1/10量の K-
phosphate buffer (pH7.8， 1 M) を加え等量の酢酸エチノレで 3 回振
出した。中性画分を無水 NaZS04で脱水後、減圧下 300C で乾国し
た。これを 40弘のメタノーノレ水溶液 10mlに溶かし、更に 40話メタノ
ール水溶液で前処理した C18 セップパックカートリッジカラム
(Waters) に供し、 40覧メタノール水溶液 10 ml で溶出した D 溶出
j夜を減圧下 35t で乾回し、最終的には HPLC (Wakopak C18， Wako 
Pure Chemical Industries， ]apan， HzO : CH30 日 ;;:3:2， v/v， 1.2 
51 
ml/min， 333 nm detector， λrnax of raphanusol A and B: 333 
nm) で分離し、定量した o raphanusol AとB の保持時間は 7. 5分と
2.5 分であった。各ピークの面積を測定し、それぞれの標準曲線か
ら raphanusol Aと B 量を算出した。なお、定量時における
raphanusol A と B の損失量を計算するために、単離・同定した
raphanusol Aと B の一定量をサンプルの抽出時 (サンプノレ量は半
分)に加えた D 全体の回収率(約 70出)をもとに raphanusol Aと Bの
量を算出した。全ての実験は 3 回繰り返した。
raphanusol Aと B の片側投与
raphanusol Aと B の片側投与によって屈曲が誘導されるかどう
か、 4 日令の黄化ダイコン芽生えを用いて実験を行った。 1 、 0.3
あるいは 0μg の単離・同定された raphanusol A と B を 1 mg の
ラノリンにまぶし、 6 本の芽生えのフックの下 0 から 2 cmの片側に
付着させた。同時にイオン交換樹脂ピーズをフックの下 0 から 2 cm 
の両側に付着させた。高感度フィルムを用い、片側投与後、 2 時間
で撮影した。屈曲角と、投与側と反対側の上下のビーズ間の長さを
ネガフイノレムから測定した。実験は 3 回繰り返した D
結果
Table 3-1 は 3 段階の光照射による下怪軸の屈曲角と光煩.IJ・影強)J
組織の成長率を示したものである。最大の屈曲は光照射 90分で見ら
れた。 14μmol/m2/sの青色光照射は所謂、 1 次屈曲であり、 138μ












の raphanusol AとB の含量は影側組織の含量より多く、特に二次屈
曲における光側と影倶.lJの含量の差は極めて大きかった。一方、無屈
















オーキシンの偏差分布は起こらないことが Bruinsmaら (1975) や
Feyerabend and Wei1er (1988)によって明らかにされている。逆
に、光屈性刺激によって、光側組織で中性の成長抑制物質が増量す
ることが報告されている (Thompson and Bruinsma 1977， Franssen 





いる (Hasegawa et a1. 1986， Noguchi et a1. 1986， Noguchi and 
Hasegawa 1987， Hasegawa et a1.1987， Sakoda et a1. 1988， 
Bruinsma and Hasegawa 1989， Bruinsma et a1. 1989， Hasegawa et 
a1. 2000) 。オーキシンは一次屈曲でも二次屈曲でも、光仮Hと影仮1
組織で均等に分布し、更に表皮組織と内部組織との間でオーキシン
が移動するということも全く起こらないことが、 Sakoda and 
Hasegawa (1989) によって報告されている。
アベナ幼葉鞘においては、抽出性の IAA も拡散性の IAA も光仮!lと
影但.IJ組織で均等に分布し、光側組織で成長抑制物質が増量すること
も分かっている (Hasegawa and Sakoda 






a 1 . 
本研究の結果 (Tables 3-1 and 3-2， and Fig. 3-2)から、光屈性
刺激を受けた下脹軸における raphanusol AとB の偏差分布が下脹軸









側と影側組織における成長抑制物質 raphanusol AとB の分布を調べ
た。光屈性期i激 60分では、一次屈曲でも二次屈曲でも光屈性は進行
中である。一次屈曲と二次屈曲いずれの場合も、 raphanusol Aと B
は光側組織で増量し、無屈曲では僅かな増量が見られただけであっ
た D 一方、影側組織における raphanusol Aと B は一次及び二次屈曲






















Fig.3-1 Chemical structures of raphanusol A and B. 
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Fig.3-2 Lateral distribution ofraphanusol A 8.nd B in the 1ighted (0) und 
shaded (@)sidesFand m the halves ofdark coatroHA)ofradish 
hypocotyls 60 min after也estぽtof phototropic stimulatioηBars inc封切te
SE. 
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Table3-1百lebending degrees and the growth rates of the dark control and 
unilateral1y illuminated radish hypocotyls. Elongation was determined 60 
min after出estぽtof phototropic， stimulation. Each value is the mean of 10 
observations + SE. 
Phototropl sm Curvature (0) E1ongatlon increment (mm) 
(fl uence) 60 mln 90 mln Llghted slde Shaded slde 
Dark control 0士i i士i 0.95土0.05 0.98 i= 0.04 
Fi rst pos i三ve
(14μmol・m-L) 7 :t2 15 i: 3 0.70 i 0.06 0.91 :t 0.04 
Indl fferent 
038 }Jmol. m-2) 3 :t1 8士i 0，89士0.07 1.00 :t 0.07 
Second POS 1 t i ye
0380メJmo1. m-2) 17 :t 2 31 :t 2 0，32 :t 0.10 0.99 :t 0.11 
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Table3-2 Effects ofraphanusol A and Bラappliedto one side of etiolated 
radish hypocotyls， on hypocotyls curvature and the growth rates of applied 
and opposite sides. The curvature and the growth rates were measured 2 h 
after unilateral applications of 1.0， 0.3 or 0μg inhibitor per seedling. 
Average values of 6 seedlings. 
Curvature 
Inhlbitor 
Elongation increment (mm) 
(deg ree) Applled slde Opposite side 
Ploln lanolin 0.8 =:t 1，0 1.25士0.15 1.29 i 0.17 
Raphanuso 1 A (0. 3μg) 5.0:t 2.8 1.0与士 0，05 1.212=0.13 
( 1 .0μg) 8.8士0，8 0.62士0，0与 0.89+0.11 
Raphanuso 1 B (0.3μg) 6.8 i 1.2 0.89 + 0.16 1 . 06:t 0， 17 
( 1.0μg) 11.5 I1.6 o . 60 :tO. 11 0.89 + 0‘04 
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第 4 章 ヒマワリ下脹軸の光屈性鍵化学物質の探索
60 
序 き:6、白間
ヒマワリ (Helianthus a刀nuus L.) 芽生えは古くから光屈性の研
究に用いられてきた (Shibaoka 1961， Gillespie-Pickard and 
Thimann 1964， Leopo1d 1966， Bruinsma et a1. 1975， Franssen 
et a1. 1981， Yokotani-Tomita et a1. 1997)0 Hθjianthusの語源








影側で均等に分布していることを報告した (Bruinsma et a1. 1975， 
Feyerabend and Wei1er 1988)。更に、 Bruinsmaのグループはオー
キシンではなく、光誘導性の成長抑制物質の偏差分布が光屈性に重
要であることを指摘した (Bruinsma et a1. 1975)。それ以来、光
誘導性の成長抑制物質の探索研究が盛んに行われるようになった。
ヒマワリ下膝軸の光誘導性成長抑制物質として、 capro1actam
(Hasegawa et a1. 1983) と 8-epixanthatin(Yokotani-Tomita et 
a1. 1997)が光照射したヒマワリの芽生えから単離・同定された。








ヒマワリ (HθjIanthus a刀nuus L.)の種子を蒸留水で湿らせたパー
¥キュライトの入ったトレイに蒔き 250C 暗黒下で 3 日間培養し
た。発芽種子を薄暗い緑色光 (0.0 1μmol/m2/s) 下で、湿らせたパ
ーミキュライトの入った小さなトレイ (6.4 x 14.5 x 3.5 cm)に移
し替え、 250C 暗黒下で 2 日間培養した。光屈性刺激は、一列に並





開始後、 0 、 20， 30、 60分で光屈性刺激を受けた下怪軸 65本をサン
プリングした。フックの下 0 から 1. 5 c rnの下妊軸切片を切り取り、
薄暗い緑色光の下で光側と影仮IJ組織にカミソリを使って二分した。
二分した下降軸を直ちに液体窒素で凍結し、次の実験まで -400C で
凍結保存した。凍結したサンプルをホモジナイザーを用いて 50 ml 
の 80見アセトン水溶液で粉砕し、抽出した。漉過後、抽出液を減圧
下 400C で濃縮・乾回した。サンプルをメタノールに溶解し、 HPLC
(TSK gel， ODS-IOOV， Tosoh， Japan， 4.6 x 150 mrn， 35話 CH3CN in 







5 日令の黄化芽生え (下駐軸の長さが約 3.5'"'-'4 cm) に青色光
(λmax 448 nm， 0.05μmol/m2/s) を 30分間照射した。青色光を照
射したヒマワリ下降軸 (3.2 kg fresh weight)をサンプリングし、
液体窒素で凍結し、 -400C で保存した。凍結したサンプルをホモジ
ナイザーを用いて 5倍量の 80部アセトンで抽出し、抽出液を癒過した
後、減圧下 400C で濃縮・乾回した。濃縮物を C18 セップパックカー
トリッジカラム (Waters) に供した。溶出は蒸留水中のメタノール
濃度を O見から 100弘まで、 20出 (40 ml) ずつ上げて行った。光側と影
領.IJ組織の抽出物の HPLCクロマトグラムで明確な量的差が見られたピ




出区分 (147.4 mg) を HPLC (ODS-120A， Tosoh， ]apan， 7.8 x 300 
mm， 37出 CH3CN in HzO， 2 ml/min， detector at 205 nm)に供し
た。成長抑制活性を示した溶出物 (Rt.20-22 min， 11 mg)を更に
HPLC (ODS-120A， Tosoh， ]apan， 7.7 x 300 mm， 0-10min; 37弘
CH3CN in HzO， 10-20 min; linear gradient from 37覧 t0 60覧
63 
CH3CN in H20， 2 ml/min， detector at 205 nm) に供した。最も成
長抑制活性の高いピーク C の保持時間は 19-22 分であった。このピ
ーク (2.5mg) を最終的に HPLC (ODS-120A， Tosoh， ]apan， 7.8 x 
300 mm， 35出 CH3CN in H20， 2ml/min， detector at 205 nrn) で分
離・精製を行った。保持時間 27.6-28.2分の溶出区分を減圧下 400C
で濃縮・乾固し、 1.1 m gの物質を得た 。
スペクトル解析
1H and 13C NMRスベクトノレは Varian Unity INOVA 600 
spectrorneter (in CD30D at a H 3.35 ppm and a c 49.8 ppm)で
分析した。 FABMS は JMS-SXI02/GCG spectrometerで分析した o 8-
epixanthatin は Yokotani-Tornitaらの論文 (1997)を参考にして単離




一枚の癒紙を敷き、そこに O.5 m 1の試験液が入っているペトリシ






ことが分かる。 Fig.4-2 は光屈性刺激 20分後における下脹軸の光側
と影頓，1]組織の抽出物の HPLCクロマトグラムを示す。光側と影仮Ijでい
くつかのピークで差が認められた。その中で、少なくとも 3 本のピ
ーク (ピーク A，B， C)がクレス根成長試験で成長抑制活性を示した D
それらのうち、最も極性の低いピーク (ピーク C， Rt. 7. 7 min)が最
も強い成長抑制活性を示した。そこで、ピーク C (1.1 mg)を青色光
照射したヒマワリ下匹軸 (3.2 kg fresh weigh けから単離した。
分子式は CZIHzs07であることが、 HRFAMS (pos.)[m/z 415.1717 
calcd. for CZIHzs07Na， 415.1732Jによって決定された。 13C NMR 
から、 4 個の acetylenic carbons at 0 c 80.2 (C-7)， 76.5 (C-
5)， 75.8 (C-4)， and 69.9 (C-6)、 6 偲の disubstituted olefins 
at 8 c 139.7 (C-14)， 138.0 (C-1)， 135.1 (C-10)， 127.5 CC-
9)， 116.7 (C-2) and 115.2 (C-15)、 1 個の acetal carboηa t 0 
c 100.9 (C-1')、 6 {I闘の oxymethines at 0 c 78.2 (C-4')， 78.1 
(C-3')， 74.9 (C-2')， 71.6 (C-5')， 64.3 (C-8)， and 63.8 (C-
3)、 l 個の oxymethylene carbon at a c 62.8 (C-6') と 3 簡の
methylenes at 0 c 38.8 (C-12)， 34.3 (C-13)， and 28.2 (C-11) 
(Table 4-1) の存在が明らかになった口更に、 lH NMRスベクトルか
ら8 個の olefinic protons の存在も確認された (Table 4-1) 
重結合 (C-9，10) の Z-geometry は H-9 と H-10問の lH-1H カップリ
ングコンスタント ( J g ， 1 0 ご 7. 8 H z) と、 H-9 と H-IO問の NOESY
correlation から類推された。 lH-1H COSYスペクトルは C-1 to C-
3， C-8 to C-15， C-1' to C-6' connectivitiesを示した。糖成分
65 
は H-l' to H-3' and H-5' and H-4' to H-3' and H-5' の NOESY
correlationsと 1H-1H カップリングコンスタントから s-glucoseで
あることが分かった o anomeric proton (H-l')と C-8 ( (5 c 64.3) 
間の H剖BC correlationは、 glucose moietyが 0-8と結合しているこ
とを示した。これらのスベクトルデータから、新たに単離した成長




た。 helianが 2.6 X 10-6 mol/1以上の濃度で成長抑制活性を示した
のに対して、 8-epixanthatinは 1.2 X 10-4 mo1/1以上の濃度でしか
活性を示さなかった。クレス根成長試験で 50出抑制活性を示す ECso
をそれぞれの投与反応曲線から算出した。 Table 4-2 から明らかな
ように、 helianの活性は 8-epixanthatinの 38倍もの高活性を示し
た。 capro1actam の ECsoは文献 (Hasegawa et a1.1983) から算出
したが、 helianや 8-epixanthatinより低く、その ECsoは 3.3 X 10-3 
mol/lであった。
光屈性刺激後 20分でのヒマワリ下膝軸の光側と影側組織における








ーク A と B の単離と構造解析は今後の問題である。
要約
新規の青色光誘導性成長抑制物質を青色光照射したヒマワリ下脹
軸から単離し、 1Hと1.3C NMR スベクトル及び HRFABMS から 8一 (s -
D-glucopyranosyloxy) -3-hydroxy-l， 9， 14-pentadecatriene-4， 6-
diyne(ヒマワリの学名 Hθ ]Ianthus に因んで helianと命名)と同
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Fig.牛l.T出lecourse of phototropic response of etiolated 
sunf10wer hypocotyls to continuous， unilateral blue 
il1umination. Va1ues訂erneans of 20 seedlings土 SE.
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Fig. 4-2. HPLC chromatograms ex仕actsfrom illuminated and the shaded. halves of 
sunf10wer hypocotyls at 20 min after onset of continuousヲunilateralblue illumination， and 
in the other halves of dark contro1. The experiments were repωed three times. 
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Fig. 4-4. Effects of the isolated 1 and 8-epixanthatin on the cress 
root growth. A: isolated 1ラ B:8-epixanthatin， Control (open 
triangle). Each value is也emean of 10 seedlings + SE. These 




Table 4-1. 13C and lH NMR chemical shifts (values from TMS) and 
multiplicities of compound 1. 













































5.44 (1H， dd， J = 17.4 and 1.2 Hz) 
5.24(1 H， dd， Jこ 10.2and 1.2 Hz) 
5.95 (1 H， ddd， Jご 15.6，10.2 and 5.4 Hz) 
4.88 (1H， m) 
5.58 (1H， d， J = 8.4 Hz) 
5.59 (1 H， dd， J = 8.4 and 7.8) 
5.67 (1 H， dt， J = 7.8 and 7.2 Hz) 
2.22 (2H， m) 
2.19 (2H， m) 
2.13(2H，m) 
5.87 (1 H， ddt， J = 17.4， 10.8 and 7.2 Hz) 
5.06 (1 H， dd， J = 17.4 and 1.8 Hz) 
4.99(1H，dd，Jご 10.2and 1.8 Hz) 
4.64 (1H， d， J = 7.8 Hz) 
3.24 (1 H， dd， J = 8.4 and 7.8 Hz) 
3.43 (1 H， dd， J = 10.8 and 8.4 Hz) 
3.32(1H，m) 
3.30 (1H， m) 
3.93 (1H， dd， J = 11.7 and 1.8 Hz) 
3.71 (1H， dd， J = 11.7 and 6.0 Hz) 
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Table 4-2. Inhibitory activity of the isolated 1， 8-epixanthatin and 
caprolactam. 
Compounds ECso/M 
Isolated 1 1.2 X 10-5 a) 
8-Epixanthatin 4.6 X 10-4 a) 
Caprolactam 3.3 X 10-3 b) 
a) ECso represents the concentration of samplesフwhichcause 50% inhibition of 
the root growth of cress seedlings. 
b) The ECso of caprolactam is estimated from the dose-response curve against 
cress hypocotyl growth test， obtained by Hasegawa et al. (1983). 
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Table ι3. The content of endogenous 1 in the illuminated and the shaded 
halves of sunf10wer hypocotyls unilaterally exposed to blue light for 20 
min， and the content in the halves of dark control. A verage data企omthree 
indeoendent exoeriments in duolicate. 
llluminated half Shaded half Control half 






















で全く等しいことが報告されている (Bruinsma et a1. 1975， 
Feye-rabend and Weiler 1988， Sakoda and Hasegawa 1989， 
Hasegawa et a1. 1989) 。しかし、古くから光屈性の研究で実験材
料として用いられてきたトウモロコシ幼葉鞘の光屈性に伴うオーキ
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が引き起こされることが分かっている (Noguchi and Hasegawa 
1987， Hasegawa et a1. 1987， Hasegawa et a1. 2004)。 従って、
オーキシンが光側から影側に横移動するという Cho1odny-Went 説に
基づく、影側組織の成長促進については全く根拠はない。これらの




そこで、第 1 章では、 トウモロコシ幼葉鞘を用いて Briggs
(1957， 1963) の古典的な実験を検証した。光屈性に伴うオーキシ
ンの挙動を調べるのに、 Briggsと同様にアベナ屈曲試験を用いると
同時に、機器分析を用いてオーキシン (IAA)の定量を行った 。 その
結果、生物検定でオーキシンの活性を調べ、更にその活性からオー
キシンの量を換算した場合、影側のオーキシン量は光仮!Jのそれの約





















の物質の 1H及び 13C NMR のスベクトノレから、 6-methoxy-2-
benzoxazolinone (MBOA)と同定した (Fig.2-1)0 この物質は抗菌活





を有していることも新たに明らかになった (Fig.2-2， 3， 4)。また
この光誘導性成長抑制物質の探索において、 MBOAの他に強い成長抑
制活性物質の存在が確認された。この物質は後に、 Hasegawa et 
















その下怪軸の成長は著しく抑制される (Hasegawa and Miyamoto 
197針。この下妊軸の光成長抑制に関与する成長抑制物質として、
raphanuso1s (Hasegawa and Hase 1981， Hase and Hasegawa 1982， 
Fig.3-1) や raphanusanins (Hasegawa et a1. 1982) 4-
methy1thio-3-buteny1 isothiocyanate (4-MTBI) (Hasegawa et 




ていることが報告されている (Hasegawa et a1. 2000. Yamada et 







影倶.IJ組織中の raphanusol AとB の量を機器分析で測定したところ、




1 )。更に、 raphanusol AとB をそれぞれ内生量レベルでダイコン下
脹軸の片側に投与した場合、投与側の成長が抑制されて、投与倶Ijに
屈曲することも分かった (Table 3-2)。従って、これらの結果か
ら、ダイコン下脹軸の光屈性は raphanusanins や 4一括TBIだけでな
く、 raphanusols が光側組織で増量し、その結果、光側組織の成長
が抑制され、屈曲するということが強く示唆された。






量する成長抑制物質の探索が行われ、 caprolactam (Hasegawa et 








長抑制物質を単離することに成功した o 1 H及び 13C NMR や HRFAMS
のスベクトル解析から、 8-(s -D-glucopyranosyloxy)-3-hydroxyー
し 9，14-pentadecatriene-4， 6-diyneと同定した (Hasegawa et a1. 
2006) 。この新規化合物 (ヒマワリの学名 HθlIanthusに因んで
h e 1 i aη と命名)は以前、ヒマワリから単離・同定した caprolactam
や 8-epixanthatinよりはるかにその成長抑制活性が高いことと、光
屈性刺激で光仮，1組織で増量すること等が明らかになった D 従って、
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